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Projekt: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van myco-
toxinen. 
Onderwerp: Het ontwikkelen van een methode voor de post-column deriva-
tisering van aflatoxine . 
Doel: 
Het nagaan van de mogelijkheden om de relatief dure en gecompliceerde 
post-column derivatiseringsmethode te vervangen door een simpele en 
goedkopere methodiek, waarbij uitgegaan wordt van electrachemische be-
reiding van bromide als derivatiseringsreagens . 
Samenvatting: 
Een aantal experimenten met een door de VU Amsterdam, beschikbaar ge-
stelde electrachemische cel, voor de on-line produktie van bromide, 
waarmee een post-column derivatisering van aflatoxine l~n plaats vin-
den, zijn uitgevoerd. 
Nagegaan is wa t de optimale parame ters zijn van deze derivatiserings-
methodiek toegespitst op de analyse van af latoxinen en in hoeverre 
deze me thodiek een bruikbaar alternatief oplevert t e r vervanging van 
de huidige analysemethodiek. 
Conclusie en aanbevelingen: 
De methode om "post- column" reakties uit te voeren met langs electra-
chemische weg bereid bromide (KOBRA methode) geniet voor de bepaling 
van aflatoxine de voorkeur boven de tot nu toe gebruikte jodium-
derivatiseringstechniek, vanwege de volgende redenen: 
a. de methode is goedkoper qua "hardware". 
b. De bediening c .q. installatie is makkelijker. 
c . Er treedt veel minder piekverbreding op waardoor een betere 
scheiding \.'lordt verkregen. 
d. De methode is selectiever , stoorpieken zijn niet of minder intens 
aanwezig. 
- De reproduceerbaarheld van de KOBRA methode is zeer groot. 
- De lineariteit van de KOBRA methode is uitstekend. 
Door het eindextrakt op te nemen in aceton/to~ater kan het injektie-
volume met een faktor 10 vergroot worden terwijl de piekbreedte on-
geveer 25% kleiner wordt, hetgeen resulteert in een be tere scheiding 
en betere signaal/ruis verhouding. 
- Het wordt dan ook aanbevolen de KOBRA me thodiek routinematig te gaan 
gebruiken. 
Verantto~oordelijk: ir L.G.N.Th. Tuinstra H 
Hedewerkers /samenstellers: Th.C .H. van~fJtr, 
Projektleider : H.A. Traagijle f11ll 
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1. Inleiding 
Voor de bepaling van aflatoxine B1 in veevoeders is in verband met een 
verlaging van de tolerantie per 1 januari 1985 tot 10 pg/kg door het 
RI KILT een zeer gevoelige methode ont~dkkeld (1). Bij deze methode 
wordt na een vloeistofchromatografische voorscheiding "on- line" jodium 
toegevoegd waardoor het fluorescentiesignaal een faktor 20 à 30 ~~ordt 
versterkt. 
Een nadeel van de toegepaste analysemethode is de noodzaak van een 
aantal "dure" componenten o.a. een vloeistofchromatografische pomp en 
een "post-column derivatization" (= PCD) opzet. 
Door de Vrije Universiteit (VU) van Amsterdam is een methode ont~llik­
keld om on-line post-column reakties uit te voeren met langs electt·o-
chemische ~o~eg bereid bromide (2). 
Als modelcomponenten werd door de VU gekozen voor fenolische ethers om 
de invloed van een aantal parameters te bestuderen. De effici~ncy van 
de methode werd aangetoond middels de bepaling van een aantal opiaten. 
I n een samenwerkingsverband tussen het RIKILT en de VU werd besloten 
om de toepassing van een dergelijke methode voor de bepaling van afla-
toxinen na te gaan. 
2 . Principe 
In figuur 1 is de toepassing en de opbom~ van de KOBRA opstelling 
schematisch weergegeven. 
In figuur 2 is de "overall" reaktie van aflatoxine B1 met Br2 gegeven. 
3. Apparatuur 
- KOBRA-cel (VU Amsterdam). 
- Power Supply E-030-1, Data Electronles 
traploos regelbaar 0- 30 volt. 
- Digitale voltmeter, Philips PM 2441. 
- Vaste ~~eerstand 100 KS\.. 
- HPLC-pomp, ACS. 
- Fluorescentiedetektor , Waters 420- EC 
À ex = 366 nm; À em > 420 nm. 
- Dubbelpens recorder, Kipp BD 41. 
- Injektiekraan, Valco N60. 
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- Injektieloop 50 ~1. 
- Kolom: Cartridge (Chrompack) 2 x 10 cm, Licl1rosorb RP 18 '/J i.d. 3,1 mm. 
- Voorkolom, 1 cm Reversed Phase. 
- Eluens: H20/CH30H/CH3CN (130:70:40) + 10 mmol KBr/HN03. 
- Flow 0,5 ml/min. 
- Reaktieloop 167 of 33 ~1. 
4. Expet.·imenten 
"Post-column derivatization" van aflatoxine met broom. 
4.1 .!_n.!_e.;!:,rl,~_n2_e_e~p.!;_r.!_m.!;_n.!_en 
In 1e instantie zijn met behulp van de door de VU ontwikkelde electro-
chemische methode een aantal inleidende experimenten uitgevoerd ten-
einde een aantal grootheden vast te stellen waar bij de aflatoxine B1 
meting rekening gehouden moet worden. 
Via de VU werd een cel (KOBRA = KOK's bromide-apparaat) verkregen 
waarmee deze inleidende experimenten uitgevoerd werden. 
Het bleek dat de respons van aflatoxine B1 heinvloed l~erd door: 
a ) de stroomsterkte 
b) de KBr/HN03 concentratie 
c ) de reaktietijd = looplengte 
Tevens bleek een aantal signalen afkomstig van citrus (component van 
veevoeder) , \o~elke bepalend zijn voor de analysetijd, in min of meer-
dere mate verdwenen te zijn . 
4.2.1. Bepaling van de optimale stroomsterkte voor de 167 ~1 reaktie-
loop. 
bij deze loop behorende reaktietijd bedraagt bij de ingestelde flow 
van 0,5 rol/min ca . 24 seconden. 
geinjecteerd werd 20 ~1 van een standaardoplossing van aflatoxine B1, 
B2, G1, G2 en aflatoxicol overeenkomend met 0,30 ng voor de aflatoxinen 
en 6,000 ng aflatoxicol. 
Om de optimale generingsstroom te vinden werd telkens de stroomsterkte 
in het circuit vanaf 0 ~A verhoogd. De resultaten staan vermeld in 
tabel 1 . Om het optimum nauwkeuriger vast te stellen werd aansluitend 
het voltage gevarieerd van 0 tot 12 volt in stappen van 2 volt. 
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Uit het uitgevoerde experiment kunnen de volgende voorlopige conclu-
sies getrokken worden: 
- Het optimum ligt tussen 2 en 6 Volt overéénkomend met 5-45 pA. 
- De respons verbetering voor aflatoxine B1 bedraagt slechts een fak-
tor 2. 
- Daar voor het verkrijgen van een reproduceerbaar signaal het inge-
stelde voltage minimaal 10 Volt moet bedragen is de loop van 167 pl 
niet bruikbaar, aangezien tengevolge van de relatief lange reaktie-
tijd er vermoedelijk verval optreedt van het gevormde labiele pro-
dukt . 
4 . 2 . 2 Bepaling van de optimale stroomsterkte voor de 33 pl loop. 
De bij deze loop behorende reaktietijd bedraagt bij de i ngestelde flow 
van 0,5 ml/min ca . 8 seconden . Om de optimale generingsstroom voor 
deze loop te bepalen 'wrden dezelfde experimenten als bij 4. 2.1 uitge-
voerd. De resultaten staan vermeld in tabel II. 
Uit het gevoerde experiment kunnen de volgende voorlopige conclusies 
getrokken 'vorden . 
- voor de reaktieloop van 33 pl is geen optimum vast te stellen . De 
respons is voor aflatoxine B1, bij alle ingestelde voltage, nagenoeg 
hetzelfde. 
- Wellicht is de reaktietijd te kort om de aflatoxine te derivatiseren. 
Mogelijk is de Br2 concentratie te hoog. Uit de inleidende experi-
menten is n.l. gebleken dat een zeer lage Br2 concentratie essen-
tieel is om een optimale derivatisering te verkrijgen . 
4 . 2.3 Bepaling van de optimale stroomsterkte bij lage Br2 concentratie. 
Voor zowel de 167 pl als de 33 pl loop is de opt imale generingsstroom 
opnieuw bepaald echter nu uitgaande van een 1 mmol/1 KBr/HN03 concen-
tratie. In tabel III en IV zijn de resultaten van respektievelijk de 
167 pl en de 33 pl loop gegeven . 
Uit de uitgevoerde experimen ten kunnen de volgende voorlopige conclu-
sies getrokken worden: 
- Verlaging van de KBr concentratie van 10 mmol/1 naar 1 mmol/1 resul-
teert in een optimum voor de zowel 167 pl als de 33 pl loop. Het 
optimum ligt voor de 167 pl loop bij Vapp = 5,0 Volt --> Ig = 33 pA 
en voor de 33 pl bij Vapp = 10,0 Volt --> Ig = 88 pA . 
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- De respons verbetering bedraagt voor de 167 ~1 loop voor aflatoxine 
B1 en aflatoxine G1 respektievelijk 68 en 73%. Voor de 33 ~1 loop 
wordt een respons verbetering gevonden van respektievelijk 117 en 
169%. 
- De ruis is onafhankelijk van het ingestelde voltage. 
Op grond van de hierboven beschreven resultaten werd besloten verdere 
experimenten uit te voeren met: 
a ) de reaktieloop van 33 ~1 
b) eluens bevattende 1 mmol/1. 
In een later stadium zal nagegaan worden of de respons nog verbeterd 
kan worden door het nog verder verkorten van de reaktietijd. 
4.3 .!_n~loe.5.!_ ~a~ .5.!_e_e.!_uen_!s~m!_n_!t~l.!,i~g_og_ ~e_r!_s..e_ons 
Opvallend is dat ?.onder derivatiseren van zowel aflatoxine B1 als 
aflatoxine G1 een redelijk goed meetbaar signaal wordt verkregen . 
Om na te gaan of dit verschijnsel veroorzaakt wordt door de aanwezig-
heid van Br en/of HN03 in het eluens wordt de standaardoplossing ge-
injekteerd bij een generingastroom van 0 ~A en een een eluens dat: 
a) geen Br en geen HN03 bevat 
b) geen Br bevat maar wel HN03 
c ) geen HN03 bevat maar wel Br. 
De signaalruis verhouding bedroeg voor 0,3 ng aflatoxine n1 voor eluens 
A, B en C respektievelijk 5,3, 4,8 en 6,3. Er kan dus geen dramatische 
invloed aangetoond worden ten gevolge van het al dan nie t toevoegen 
van Br en /of HN03. 
4.4.1. Teneinde de validiteit van de HPLC- KOBRA analyse na t e gaan is 
een monster veevoeder, waaraan de vier aflatoxinen op een niveau van 
40 ppb zijn toegevoegd, geanalyseerd. 
Het monsterextrakt is vier maal geanalyseerd waarbij het ingestelde 
voltage 10, 15, 20 en 25 Volt bedroeg. Er werd gekozen voor een vrij 
hoog voltage om na te gaan in hoeverre de storende pieken, afkomstig 
van citrus, zouden verdwijnen. 
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De signaal-ruisverhouding voor aflatoxine B1 bedroeg respektievelijk 
28,1, 30,0, 30,6 en 29 , 4. De stoorpieken bleven , alhoewel de intensi-
teit zeer klein is , ondanks het hoge voltage zichtbaar aanwezig. 
Uit de uitgevoerde experimenten kunnen de volgende voorlopige conclu-
sies getrokken worden . 
- De stoorpieken zijn niet helemaal weg te derivatiseren . 
- De invloed van het toenemende voltage c . q. generingsstroom op de 
signaal-ruisverhouding is niet dramatisch te noemen . 
- De detektiegrens in monsters bedraagt, uitgaande van een signaal-
ruisverhouding (detektieniveau) van 3 , ongeveer 3 ~g/kg. 
4 . 4 . 2 Vergelijkend onderzoek toepassing KOBRA versus post-column deri-
vatisering met 12 . 
Teneinde na te gaan of de resultaten verkregen met de HPLC-KOBRA op-
stelling vergelijkbaar zijn met de resultaten verkregen met de 12 
methode zijn een aantal monsters (krachtvoeder) opgewerkt volgens (3), 
waarna een aliquot van het eindextrakt met de HPLC-12 is geanalyseerd 
en een aliquot met de HPLC-KOBRA methode . In tabel V zijn de resulta-
ten van dit experiment vermeld. 
4 . 5 !a~v~l_!,e~d~~x.E_eE_ime~ten 
Nadat gebleken \oJas , uit de hierboven beschreven experimenten, dat het 
gebruik van de HPLC-KOBRA een goed alternatief is voor de HPLC-methode, 
zijn een aantal experimenten uitgevoerd teneinde een aantal vragen te 
beantwoorden . Aandacht is besteed aan de volgende zaken : 
a) Verbetering piekvorm en vergroten injektievolume. 
b) Wat is de respons verbetering bij zowel HPLC-12 als de HPLC-KOBRA 
methode • 
c) Invloed van de loop (< 33 ~1) en het ingestelde voltage op de 
respons bij de HPLC- KOBRA methode. 
d) Lineaire gedrag . 
e) Reproduceerbaarheid. 
Ad. a Verbetering piekvorm . 
Door het RIVH is een methode ont\oJikkeld om het aflatoxinegehalte in 
veevoeders te bepalen (4) \oJaarbij uitgegaan is van de RIKILT HPLC- 12 
methode . 
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Een kritische stap in de RIKILT-methode is het kleine eindvolume 
(100 ~1 methanol) waarin het eindextrakt is opgenomen . Door het RIVM 
wordt het eindextrakt opgenomen in 50 ml aceton/H20 (15:85 v/v) . 
Door het hoge percentage water in het eindextrakt is een verhoging van 
het injektievolume van 20 ~1 tot 250 ~1 mogelijk doordat, t.g.v . het 
water, er een concentratie van aflatoxine plaatsvindt . 
Nagegaan is wat de invloed van dit systeem ls op de HPLC-I2 met l1ode 
als op de HPLC-KOBRA methode . I n tabel VI zijn de resultaten weerge-
geven. 
Geconcludeerd kan \'lOrden dat het opnemen van het extract in aceton/ 
water (15:85 v/v) de piekbreedte reduceert met ca. 25% hetgeen dus 
ook resulteert in een toename van de piekhoogte met ca . 25% . 
Ad . bRespons verbetering t .g.v. HPLC-I2 en HPLC-KOBRA versus direkte 
fluorescentie . 
Om de respons verbetering van de beide derivatiseringsme thode n exact 
na te gaan is het signaal zowel zonder derivatisering als met de rfva-
tisering gemeten. In tabel VII zijn de resultaten ve rmeld . 
Geconcludeerd kan worden dat de respons verbe tering t.g . v. de post-
column derivatisering met jodium ongeveer een faktor 20 bedraagt en de 
respons verbetering van het KOBRA systeem een faktor 14 bedraagt. Daar 
de piekbreedte bij het KOBRA systeem kleiner i s dan bij de derivatise-
ring met jodium (I2 de rivatisering geeft piekverbreding t .g.v . "lange" 
r eaktiesignaal) is de piekhoogte en dus de te bereiken detektiegrens, 
bij beide derivatiseringssystemen van dezelfde orde . 
Ook is gekeken, voor beide derivatiseringssystemen, hoe de verhouding 
van de oppervlakte van aflatoxine B1 ten opzichte van aflatoxine B2 is . 
Dit is namelijk een k\-lantitatieve maat voor de de rivatiseringsop-
brengst, immers de respons van aflatoxine B2 wordt niet heinvloed door 
de derivatisering. In tabel VIII zijn de resultaten verme ld . 
Hanneer ,.,e de derivatisering bij de post-column reaktie met I 2 op 100% 
stellen , dan bedraagt de derivatiseringsgraad bij het KOBRA-systeem 
ongeveer 60%. 
Ad . c Invloed van het reaktievolume en het ingestelde voltage op de 
respons bij de HPLC-KOBRA methode . 
Teneinde na te gaan of er een res pons verbetering optreed t wannee r de 
reaktietijd verkort wordt zijn een aantal metingen uitgevoe rd met een 
kle inere loop(< 33 ~1) . 
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In le instantie is gekeken naar de invloed van het ingestelde voltage 
bij een loop van 15 ~1 (reaktietijd 3 s). In tabel IX zijn de resul -
taten van aflatoxine Bt vermeld. 
Geconcludeerd kan ,.,orden dat de res pons reproduceerbaar is van .± 2, 5 
tot + 15 volt m.a.w. de stabiliteit van de voeding speelt geen enkele 
rol. Aansluitend is gekeken of de respons nog verbeterd kon worden 
door de loop nog verder in te korten. Hiertoe werd een reaktie loop van 
ca. 4 cm 2 ~1 (reaktietijd 0,6 sec) geinstalleerd . Bij een opti-
male KOBRA instelling bedroeg de respons slechts 16 mm voor 0,2 ng. 
Een loop van 30 cm 15 ~1 gaf voor dezelfde hoeveelheid Bt een 
respons van 42 mm. De conclusie is dan ook dat een reaktietijd van 3 à 
4 seconden optimaal is . 
Ad . d Lineair gedrag. 
Ook is het lineair gedrag van de HPLC- KOBRA methode nagegaan waarbij 
de standaardoplossing opge nome n is in aceton/water (15 :85 v/v) en he t 
injektievolume ingesteld ,.,erd op 250 ~1. De r esultaten staan vermeld 
in tabel x. 
Geconcludeerd kan worden dat er een zeer goed lineair ve rband bestaat . 
De correlatieco~ffici~nt bedraagt 0,9999. Alleen voor de laagst ge-
injek t eerde standaard wordt een iets te hoog signaal verkregen. 
Ad. e Reproducee rbaarheid. 
Teneinde de reproduceerbaarheld van de analyse na te gaan is een stan-
daardmengsel bereid bestaande uit aflatoxine Bt, B2, Gt en G2• Injek-
tie van 250 ~1 komt overee n met een hoeveelheid van ca. 0 , 3 ng per 
component. 
Het standaardmengsel is uitgevuld in vijf flesjes waaruit per flesje 
telkens na 1 uur vier maal is geinjekteerd . De resultaten zijn ve rmeld 
in tabel XI. 
De reproduceerbaarheid , in een tijdsbestek van 24 uur, is zeer goed te 
noemen ondanks een verandering in de generingsstroom. Uit experiment 
ad c (zie tabel IX) was a l geble ken dat het systeem een reproduceerbaar 
signaal geeft vanaf ca . 11 tot 84 ~A . Opvallend is dat de respons van 
aflatoxine Gt en Gz in flesje drie erg laag is vergeleken met de 
r es pons vanGt en Gz in de andere flesjes. 
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Conclusie en aanbevelingen: 
- De methode om "post-column" reakties uit te voeren met langs electro-
chemische \oTeg bereid bromide (KOBRA methode) geniet voor de bepaling 
van aflatoxine de voorkeur boven de tot nu toe gebruikte jodium-
derivatiseringstechniek. Vanwege de volgende redenen . 
a . de methode is goedkoper qua "hard\oTare". 
b . De bediening c . q. installatie is makkelijker. 
c. Er treedt veel minder piekverbreding op \oTaardoor een betere 
scheiding \oTordt verkregen. 
d. De methode is selektiever, stoorpieken zijn niet of minder intens 
aamo1ezig. 
- De reproduceerbaarheld van de KOBRA methode is zeer groot. 
- De lineariteit van de KOBRA methode is uitstekend. 
Door het eindextrakt op te nemen in acetonholater kan het injektie-
volume met een faktor 10 vergroot worden terwijl de piekbreedte on-
geveer 25% kleiner wordt, hetgeen resulteert in een betere scheiding 
en betere signaal/ruis verhouding. 
- Het wordt dan ook aanbevolen de KOBRA methodiek routinematig te gaan 
gebruiken. 
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Tabel I: Optimum reaktieloop 167 vl 
G2 G1 B2 B1 Aflatoxicol 
Vapp Veel I2 h op~. h op~. n op~ . n op~ . n '11 op~ . (V) (V) ( vA ( mm'~~ (mm ) (mm ( mm ) (mm (mm ) (mm'-l (mm ) (mm ( mm ) 
o1 ) 0 , 0 0 131 458 , 5 38 125 , 4 121 447 ,7 30 114 , o 270 1512 , 0 
o2 ) 0 , 0 0 127 457 , 2 36 111 , 6 117 456 , 3 26 119 , 6 275 1677 , 5 
o3) 0 , 0 0 123 430 , 5 40 132,0 117 444 , 6 27 99 , 9 260 1482,0 
5 , 0 1, 5 35 126 415 , 8 79 292,3 109 392 , 4 50 230 , 0 169 929 , 0 
10,0 1, 5 85 121 387 , 2 66 237,6 106 392 , 2 48 216 , 0 124 706 , 8 
15,0 1, 6 134 123 430, 5 62 229,4 107 406 , 6 45 207,0 92 533 , 5 
20,0 1, 6 184 121 375 , 1 60 204,0 109 381 , 5 45 171 , o 75 375 , 0 
25,0 1, 6 234 114 376 , 2 58 208,8 106 381 , 6 40 160 , 0 54 270 , 0 
30,0 1, 6 284 116 359 , 6 51 178 , 5 99 386 , 1 45 189,0 41 118, 6 
1 ) Vapp O(V) door stroombron uitgeschakeld te houden 
2) Vapp = O(V) door stroombron aangeschakeld te houden en celstekkers er uit 
te trekken (circuit onderbroken) 
3) Vapp O(V) door stroombron aangeschakeld te houden en celstekkers aange-
sloten 
Opmerking : Bij alle injektie was de r uis 7 a 8 mm . 
Tabel II : Opt imum reaktieloop 33 vl 
G2 G1 n2 B1 Aflatoxicol 
Vapp Veel I2 n op~ . 11 op~. h OP~ · h op~. l l op~ . 
(V ) (V) ( llA" (mm' (mm ) (mm'~~ (mm ) (mm' (mm ) (uun' (mm ) ( mm' ( mm ) 
0 0 , 0 0 129 399 , 9 34 95 , 2 114 421 , 8 29 113 , 1 240 1296 , 0 
5 , 0 1,5 35 127 419 , 1 32 89,6 121 447 , 7 28 117 , 6 215 1182 , 5 
10 , 0 1, 5 85 126 390 , 6 29 84 , 1 122 475 , 8 29 139 , 2 190 1083 , 0 
15 ,o 1, 5 135 130 403 , 0 31 96 , 1 116 440 , 8 28 114 , 8 169 946,4 
20 , 0 1, 6 184 128 435 , 2 30 84 , 0 115 425 , 5 27 124 , 2 149 819 , 5 
25,0 1, 7 233 131 458 , 5 25 72 , 5 11 7 444 , 6 26 98,8 125 687 , 5 
30,0 1, 8 282 125 425,0 24 67,2 112 425 , 6 26 91 , 0 112 616 , 0 
Opmerking: De ruis bedroeg bij alle experimenten 7 a 8 mm. 
Tabel III: Optimum reaktieloop 167 111; verlaagd Br-gehalte 
G2 G1 B2 B1 Aflatoxicol 
Vapp Veel I2 h op~ . h op~ . n op~ • h OP~ · h op~ • 
(V) (V) ( llA (mm"~ (mm ) (mm~ (mm ) (mm~ (mm ) ( mm~ (mm ) (mm' ( mm ) 
0 0 , 0 0 102 377 , 4 30 111,0 95 437 , 0 25 122m5 130 962,0 
2 1, 4 6 100 350,0 52 197 , 6 96 422 , 4 42 222 , 6 110 836,0 
5 , 0 1,7 33 103 391 , 4 Sll 189 , 0 96 412 , 8 38 209 , 0 24 153 , 6 
10 ,0 1, 9 81 101 414 , 1 42 142 , 8 96 460 , 8 37 218 , 3 * * 
15 , 0 3 , 2 118 103 370 , 8 42 180,6 94 413 , 6 35 178 , 5 * * 
* Nie t te be palen res pons t e laag 
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Tabel IV : Optimum reaktieloop 33 pl; verlaagd Br-gehalte 
c2 GI B2 BI Aflatoxicol 
Vapp Veel 12 h op~. h op~ . c:m op~. 
h op~ • n 
(V) (V) ( pA (mm' (mm ) (mm' (mm ) (mm ) ( nnn ' ( mm ) ( mm ' 
0 o,o 0 125 425 , 0 26 93 , 6 109 457 , 8 23 101 , 2 165 
5,0 1, 7 33 123 442 , 8 75 277,5 107 449 , 4 46 230 ,0 84 
10, 0 1, 8 82 140 420 , 0 70 252,0 120 468 , 0 50 230 ,0 37 
15, 0 2 ,0 130 123 430, 5 60 210 , 0 110 440 , 0 45 220 , 5 * 
20 , 0 2,7 173 116 394, 4 52 182 , 0 95 370 , 5 38 197 , 6 * 
25,0 3 , 7 213 107 385 , 2 52 192,4 94 385 , 4 37 196,1 * 
30 , 0 4 , 1 259 107 374 , 5 51 193 , 8 91 382 , 2 37 207 , 2 * 
* Niet te bepalen respons t e laag 
Tabel v. Vergelijking 12 en KOBRA resultaten 
Hansternummer G2 G1 B2 B1 G2 G1 B2 B1 
Reeover ie 1 *1 27 ,0 12, 7 43, 4 40, 2 37 , 4 14 ,4 42, 5 43, 4 
Recoverie 2 *2 35, 0 23,7 38 , 7 44 , 4 50 ,4 0,7 40 ,7 42 , 1 
Reeover ie 3 t<2 37 , 6 24 , 5 39,6 46 , 6 48 , 3 4 , 5 41 , 9 43 , 5 
1 - - 1, 3 10 , 6 1, 6 1, 1 3 , 7 9, 3 
2 1, 3 3 , 5 1, 6 8 , 3 0 , 9 6 , 0 2,1 8 , 2 
3 7 , 2 1, 8 7, 6 27 , 4 6 , 9 1, 2 8 , 4 32 , 0 
4 - - - - 5, 3 1, 1 1, 2 1, 9 
5 - - - - 1 ,7 - - -
6 - - - - 0 , 8 - - -
7 - - - - - - - -
* 1 Reeover ie 1 = chemicalH!n plus toevoeging van 40 pg/ kg af la toxinen 
*2 Recoverie 2 monster kracht voeder plys toevoeging van 40 pg/kg 
aflatoxi ne 
Tabel VI: Piekbreedte als f unktie van het injektievolume en de eind-
extraktsamens t ell ing . 
Injekt ie Piek-
Eind- volume hoogte 
Systeem extrakt (pl) lH/ 2 (mm ) 
Kolom direkt gekoppeld aan detektor methanol 20 2 , 8 
Kolom gekoppeld via PDP ( 12 ) methano l 20 3 , 5 
Kolom gekoppeld via KOBRA methanol 20 3 , 0 
Kolom gekoppeld via KOBRA-cel aceton/ 250 2,2 
water 
(15 : 85 ) 
85130 . 10 
op~ . 
( mm ) 
1056 , 0 
487 , 2 
173 , 9 
* 
* 
* 
* 
. . 
Tabel VII: Respons verbetering PCD 
Hoeveel- Piek- Piekop- Respons 
heid B1 hoogte perv~a~ ver be-(ng) ( rum ) ( mm ) ring 
Kolom direkt gekoppeld aan detektor 2 25 87 , 5 1 
Kolom via I2 PCD 2 550 1925 22 
Kolom via I2 PCD 0, 2 4'•, 5 136 18 
Kolom via KOBRA 0,2 42 , 0 127 , 5 14 
Tabel VIII: Verhouding oppervlak aflatoxine B1 en aflatoxine B2 voor 
beide derivatiser ingssystemen . 
Oppervlak Oppervlak Verhouding 
Systeem ng afla B1 B2 B1 / B2 
PCD- I2 0 , 2 156 201 0 ,78 
KOBRA 0 , 2 127 , 5 269 0 , 48 
Tabel IX: I nvloed van de generingastroom op de respons bij een loop-
volume van 15 pl . 
Ig ng Piekhoogte B1 
Vapp Veel ( llA) B1 (mm ) 
0,5 0 , 3 2 0,2 19 
1, 0 0 , 8 2 0,2 28 
2,5 1, 4 11 0,2 43 
5, 0 1, 4 11 0 , 2 42 
7, 5 1, 6 59 0 , 2 42 
10 1,6 84 0,2 42 
15 1, 7 133 0,2 40 
25 1, 9 231 0 , 2 38 
85130 . 11 
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Tabel X: Lineariteit van aflatoxine B1. 
Hoeveelheid B1 Piekhoogte B1 H/pg* 
pg (H) 
100 22 0,220 
250 49,5 0,198 
500 99 0,198 
750 151 0, 201 
1000 200 0,200 
H/pg piekhoogte gedeeld door geinjekteerde hoeveelheid aflatoxine 
Tabel XI : Reprodoeeerbaarheid van de HPLC-KOBRA methode 
Injektie Piekhoogte (mm ) Ig 
Flesje nummer B1 B2 G1 G2 Vapp Veel (}lA) 
1 1 46 , 5 165 , 0 80,0 169 , 0 10 1,7 83 
1 2 43 , 0 152 , 5 75,0 162 , 0 
1 3 44 , 0 151 , 5 75,5 161 , 5 
1 4 43 , 5 151,5 74 , 0 159,5 
2 5 44,0 159 , 5 73 , 0 160 , 0 
2 6 44 , 0 153 , 0 73 , 5 154 , 0 
2 7 43 , 0 151 , 0 73,0 153,5 10 2, 7 73 
2 8 43 , 0 153,0 72,5 154,0 
3 9 44,5 154 , 0 59 , 0 130 , 0 
3 10 43 , 5 150,5 55,0 122 , 5 
3 11 41,0 147 , 5 54 , 5 119 , 5 
3 12 43,5 148 , 5 52 , 0 117 , 5 
4 13 45,0 158 , 0 82 , 0 175, 0 
4 14 46,0 156 , 0 84,5 175,0 
4 15 44,5 154 , 0 83,0 170,0 
4 16 46,5 157 , 5 85 , 5 170,0 
5 17 46,5 164 , 5 87,0 180,0 
5 18 48,0 165,0 87,5 180 , 0 
5 19 47,5 163,0 85,5 177 , 5 
5 20 46,0 165 , 0 87,0 180 , 0 10 3,6 64 
x 44,7 
s .d 1, 78 
v . e.(%) 3,9 
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